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審 査 結 果 の 要 旨 
 微小管構成タンパクである tubulin の重合を安定化することにより，細胞周期 M 期に抗腫瘍効果
を発揮する paclitaxel (PTX) は広く臨床応用されている．しかしこれまで，PTX の詳細な作用機序
や耐性獲得メカニズムは解明されていない．一方で，クロライドイオン (Cl-) が tubulin の GTPase
活性を制御し，tubulin の脱重合に重要な働きをしていることが明らかとなっている． 
申請者は，PTX の細胞増殖抑制作用に対し，細胞内 Cl-濃度変化が及ぼす影響について，胃癌由来
細胞株である MKN28 を用いて検討を行った．まず，PTX による細胞増殖抑制効果を通常の培養液
下(Normal Cl-, Cl-濃度 = 107mM ± 1.3mM (n = 3) )および培養液中のCl-をNO3
-と置換し作成した低
Cl
-環境下(Low Cl-，Cl-濃度 = 4.2mM ± 0.3mM (n = 3) )で比較した．PTX 処理 72 時間後の細胞数を
測定すると，Normal Cl-下では PTX 処理をしない群と比べて細胞数が約 30％に減少するのに対し，
Low Cl
-下では約 70％が生存しており，Low Cl-下では PTX の細胞増殖抑制効果が有意に減弱してい
た．続いて，PTX 存在下での細胞分裂期における tubulin 動態に対する Low Cl-の影響を検証するた
め，細胞周期を同調させたうえで，M 期進入と同時に培養液を Normal Cl- /Low Cl-へ変更し，かつ
PTX 処理を行い，15 分ごとに 105 分までα-tubulin の蛍光免疫染色を行った．形態学的に
Pro/prometaphase，Metaphase，Ana/telophase，Cytokinesis 期にある細胞が全体に占める割合を解析し
た結果，Normal Cl-下では M 期進入 60 分以降 Metaphase が大半を占めたままであり，PTX の作用点
である M 期の Metaphase-anaphase transition における細胞周期進行が阻害されていた．一方で，Low 
Cl
-下では Metaphase-anaphase transition を通過し，Cytokinesis まで M 期が進行していた．更に，Low 
Cl
-が PTX の効果減弱をもたらす機序を明らかにする目的で，PTX 存在下に in vitro での tubulin 重合
実験を行った．Low Cl-下では Normal Cl-下と比較して tubulin 重合が有意に抑制された．また，加水
分解されない GTP analogue である GTPγS を用いたところ，tubulin 重合抑制の程度が軽減された．
これらより，Cl-は tubulin の GTPase 活性調節の一部を介して PTX の細胞増殖抑制効果に関与して
いると考えられた． 
以上が本論文の要旨であるが，細胞内 Cl-濃度が M 期における tubulin の重合に影響を与え，PTX
の細胞増殖抑制効果の制御に関与しうることを示しており，細胞内 Cl-をターゲットとした全く新し
い PTX 耐性克服法を提唱できる可能性が示唆されたという点で，医学上価値のある研究と認める. 
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